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S U M M A R Y
T h e  e l e c t r o c h e m i c a l  p r o t o n - g r a d i e n t  ( n g g + )  p l a y s  a  c e n t r a l
r o l e  i n  b a c t e r i a l  m e t a b o l i s m .  A  A È H +  c a n  b e  g e n e r a t e d  b y  t h e
t r a n s l - o c a t i o n  o f  p r o t o n s  f r o m  t h e  c y t o p l a s m  t o  t h e  e x t e r n a l
m e d i u m ,  a s  a  r e s u l t  o f  e l e c t r o n  t r a n s p o r t  i n  m e r n b r a n e - b o u n d
e l e c t r o n  t r a n s f e r  c h a i n s  a n d / o r  A t P  h y d r o l y s i s  b y  t h e  r n e m b r a n e -
b o u n d  A T P a s e .  S i n c e  p r o t o n s  a r e  p o s i t i v e l y  c h a r q e d ,  p r o t o n  e x -
t r u s i o n  r e s u l t s  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  b o t h  a  p H - g r a d i e n t  ( A p H )
a n d  a  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  ( A r l ) :  A È n +  =  A r l  -  Z A p H .  T h e  e l e c t r o -
c h e m i c a l  p r o t o n  g r a d i e n t  i s  a  < l r i v i n g  f o r c e  a n d  a  r e g u l a t o r y
p a r a m e t e r  i n  v a r i o u s  c e l 1 u l a r  p r o c e s s e s ,  s u c h  a s  m o t i - 1 i t y ,  A T P
s y n t h e s i s  a n d  t h e  t r a n s p o r t  o f  s o l u t e s  a c r o s s  t h e  c y t o p l a s m i c
m e m b r a n e .
A n a e r o b i c  b a c t e r i a  w h i c h  d o  n o t  p o s s e s s  e l e c t r o n t r a n s f e r
c h a i n s  s e e m  t o  b e  a b l e  o f  A È  g +  g e n e r a t i o n  b y  A T P  h y d r o l y s i s
o n l y .  T h i s  c o u l d  b e  a  p r o b l e m ,  s i n c e  i n  t h e s e  b a c t e r i a  u s u a l l y
o n l y  v e r y  l i t t 1 e  A T P  i s  p r o d u c e d  d u r i n g  b r e a k d o w n  o f  t h e  e n e r g y
s o u r c e .  T h i s  p r o b l e r n  c o u l d  b e  p a r t l y  s o l v e d ,  i f  t h e  e x c r e t i o n
o f  t h e  m e t a b o l i c  e n d p r o d u c t s  w o u l d  s u p p l y  t h e  c e l l  w i t h  a d c t i -
t i o n a l  e n e r g y .  T h e  t r a n s p o r t  o f  v a r i o u s  s o l u t e s  a c r o s s  t h e  m e m -
b r a n e  i s  m e d i a t e d  b y  s p e c i f i c  m e m b r a n e  b o u n d  p r o t e i n s ,  t h e  c a r -
r i e r s .  T h e  A È H +  i s  u s e d  i n  m a n y  t r a n s p o r t  s y s t e m s  t o  t r a n s p o r t
s o l u È e s  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e ,  s i n c e  c o n c o m i t t a n t  w i t h  t h i s
t r a n s p o r t  a l s o  p r o t o n -  a n d / o r  c h a r g e  t r a n s l o c a t i o n  o c c u r s .  T h e
e n e r g y  p r e s e n t  i n  n È g +  i s  t h e n  c o n v e r t e d  i n  e n e r g y  o f  s o l u t e
g r a d i e n t s .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t r a n s l o c a t i o n  o f  s o l u t e s  i n  t h e
o p p o s i t e  d i r e c t i o n  r e s u l t s  o f  c o u r s e  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a
A È n + ,  a n d  t h i s  i s  w h a t  L e d  t o  t h e  p o s t u l a t i o n  o f  t h e  " e n e r g y -
r e c y c l i n g "  m o d e l .
T h e  b a s i c  a s s u m p t i o n  o f  t h e  " e n e r g y - r e c y c l i n g "  m o d e l  i s  t h a t
d u r i n g  c a r r i e r - m e d i a t e d  e x c r e t i o n  o f  m e t a b o l i c  e n d p r o d u c t s  a l s o
p r o t o n s  a n d / o r  p o s t i v e  c h a r g e s  a r e  e x c r e t e d .  E n d p r o d u c t  e x c r e -
t i o n  t h e n  r e s u l t s  i n  A È g +  g e n e r a t i o n  a n d  t h e r e f o r e  c a n  c o n -
t r i b u t e  t o  t h e  m e t a b o l i c  e n e r g y  r e q u i r e m e n t  o f  t h e  b a c t e r i a .  ï n
t h i s  t h e s i s  t h e  e x c r e t i o n  o f  t h e  m e t a b o l i c  e n d p r o d u c t  l a c t a t e
is  s tud ied  in  exper iments  w i th  nembrane ves ic les  o f  l t_g l_er lsh l_q
co l i  and in tac t  ce11s  o f  q lLgp lgqgcque 
_crs rner rÊ.  The ar t i f i c ia l
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c r e a t i o n  o f  a n  o u t w
e n t  i n  E .  c o l i  v e s i <
a  membrane po ten t ia l
take  o f  the  amino a
i n h i b i t e d  b y  u n c o u p
t a t e  e f f l u x  r e s u l t s
S .  c r e m o r i s  l e a d  t o
s u l t s  i n  A È  g +  g e n
g r o w i n g  c e l l s  o f  q
r e c t e d  l a c t a t e  g r a d l
o f  c o u r s e  i t  i s  r
t h a t  a r e  t r a n s l o c a t
t h i s  r a t i o ,  t h e  g +
m a g n i t u d e  o f  t h e  m e
t i o n .  I n  E .  c o l i  v
l a c t a t e  u p l a k e  e x p e
a n d  v a r i e s  b e t w e e n
t a t e  s t o i c h i o n e t r y  I
c o l y z i n g  c e l l s  o f  S
d r i v i n g  f o r c e  f o r  I
n  c a n  b e  c a l c u l a t e c
g r a d i e n t  (  A u  t a c ) :  I
pears  to  be  depende
c o n c e n t r a t i o n ;  d e c r r
l a c t a t e  c o n c e n t r a t i
c e l l s .  H + / l a c t a t . e  t
l a c t a t e )  a n d  0 . 7  ( p l
In  S t rep tococcus
v a l e n t s )  g e n e r a t e d
is  known.  Dur ing  su
pro ton  is  p roduced
i s  e x c r e t e d  t o g e t h e
t ion  o f  one rno lecu
e x c r e t i o n  o f  ( n - 1 )
A T P  h y d r o l y z e d ,  l a c
v a l e n t s  p e r  l a c t a t e
whereas  fo r  n=1 no
h i g h e r  e n e r g y  g e n e
c o u r s e  r e s u l t  i n  ê
t + )  p l a y s  a  c e n t r a l
)e  genera ted  by  the
s m  t o  t h e  e x t e r n a l
.  i n  m e m b r a n e - b o u n d
is  by  the  nembrane-
c h a r g e d ,  p r o t o n  e x -
a  p H - g r a d i e n t  ( A p H )
Z A p H .  T h e  e l e c t r o -
r e  a n d  a  r e g u l a t o r y
: h  a s  m o t i l i t y ,  A T P
) s s  t h e  c y t o p l a s m i c
i s  e l e c t r o n t r a n s f e r
.  b y  A T P  h y d r o l y s i s
s e  b a c t e r i a  u s u a l l y
.kdown o f  the  energy
l ,  i f  t h e  e x c r e t i o n
: h e  c e I l  w i t h  a d < ]  i -
tes  across  the  mem-
p r o t e i n s ,  t h e  c a r -
ys tems to  t ranspor t
r m i t t a n t  w i t h  t h i s
o c a t i o n  o c c u r s .  T h e
. n  e n e r g y  o f  s o l u t e
r  o f  s o l u t e s  i n  t h e
r e  g e n e r a t i o n  o f  a
i o n  o f  t h e  " e n e r g y -
1 i n g "  r n o d e l  i s  t h a t
i c  e n d p r o d u c t s  a l s o
.  E n d p r o d u c t  e x c r e -
there fore  can con-
o f  t h e  b a c t e r i a .  I n
e n d p r o d u c t  l a c t a t e
c l e s  o f  E s c h e r i c h i a
r i s .  T h e  a r t i f i c i a l
c r e a t i o n  o f  a n  o u t w a r d l y  d i r e c t e d  l a c t a t e  c o n c e n t r a t i o n  g r a d i -
e n t  i n  q . _ _ q g . ] 1  v e s i c l e s  r e s u l t s  a t  p H  6 . 6  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f
a  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  A 9  ( i n s i d e  n e g a t i v e )  a n d  c a n  d r i v e  t h e  u p -
t a k e  o f  t h e  a m i n o  a c i d  p r o l i n e .  B o t h  p r o c e s s e s  a r e  c o m p l e t e l y
i n h i b i t e d  b y  u n c o u p l e r  ( a  H + - i o n o p h o r e ) ,  i n d i c a t i n q  t h a t  1 a c -
t a t e  e f f l u x  r e s u l t s  i n  p r o t o n  e x t r u s i o n .  S i m i l a r  e x p e r i m e n t s  i n
S .  c r e m o r i s  l e a d  t o  t h e  s a m e  c o n c l u s i o n :  l a c t a t e  e x c r e t i o n  r e -
s u l t s  i n  A È  g +  g e n e r a t i o n .  I n  a d d i t i o n  i t  i s  s h o w n  t h a t  i n
g r o w i n g  c e l 1 s  o f  S .  c r e m o l i s  i n d e e d  a l w a y s  a n  o u t w a r d l y  d i -
r e c t e d  l a c t a t e  g r a d i e n t  i s  p r e s e n t .
Of  course  i t  i s  very  impor tan t  to  know the  number  o f  p ro tons
t h a t  a r e  t r a n s l o c a t e d  t o q e t h e r  w i t h  o n e  l a c t a t e  a n i o n ,  s i n c e
t h i s  r a t i o ,  t h e  H + / l a c t a t e  s t o i c h i o m e t r y  (  n  )  ,  d e t e r m i n e s  t h e
m a q n i t u d e  o f  t h e  m e t a b o l i c  e n e r g y  p r o d u c t i o n  b y  l a c t a t e  e x c r e -
t i o n .  I n  E .  c o l i  v e s i c l e s  t h e  v a l u e  o f  n  w a s  d e t e r m i n e d  f r o m
I a c t a t e  u p t a k e  e x p e r i m e n t s :  n  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  e x t e r n a l  p H
a n d  v a r i e s  b e t w e e n  1  ( a t  p H  5 . 5 )  a n d  2  ( a t  p H  8 . 0 ) .  T h e  H + , / l a c -
t a t e  s t o i c h i o r n e t r y  h a s  a l s o  b e e n  d e t e r n i n e d  i n  g r o w i n g  a n d  g 1 y -
co lyz ing  ce l l s  o f  q_ .  c_Ëemo_l i i s .  Assuming tha t  in  these ce l1s  the
d r i v i n g  f o r c e  f o r  l a c t a t e  t r a n s l - o c a t i o n  i s  v e r y  c l o s e  t o  z e r o '
n  c a n  b e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  d a t a  o n  À U  ,  A  p H  a n d  t h e  l a c t a t e
g r a d i e n t  ( A t r t a c ) r  n  =  (  ^ r ] , A U t a c ) /  A È  H + . T h e  v a l u e  o f  n  a p -
p e a r s  t o  b e  d e p e n d e n t  o n  b o t h  t h e  e x t e r n a l  p H  a n d  t h e  l a c t a t e
c o n c e n t r a t i o n ;  d e c r e a s i n g  t h e  p H  a n d / o r  i n c r e a s i n g  t h e  e x t e r n a l
l a c t a t e  c o n c e n t r a t i o n  r e s u l t s  i n  a  l o w e r  n  i n  t h e  S .  c r e m o r i s
c e 1 1 s .  H + / l a c t a t e  s t o i c h i o m e t r i e s  b e t w e e n  1  . 8  ( p H  7  . 0 ,  2  m M
l a c t a t e )  a n d  0 . 7  ( p H  5 . 5 , 5 0  n t v l  l a c t a t e )  h a v e  b e e n  c a l c u l a t e d .
I n  S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  t h e  m e t a b o l i c  e n e r g y  (  i n  A T P - e q u Í -
v a l e n t s )  g e n e r a t e d  b y  l a c t a t e  e x c r e t i o n  c a n  b e  c a l c u l - a t e d  i f  n
i s  k n o w n .  D u r i n g  s u g a r  f e r m e n t a t i o n  p e r  l a c t a t e  a n i o n  a l s o  o n e
p r o t o n  i s  p r o d u c e d  i n t e r n a l l y  a n d  1  A T P  i s  s y n t h e s i z e d .  L a c t a t ê
i s  e x c r e t e d  t o g e t h e r  w i t h  n  p r o t o n s ,  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  e x c r e -
t i o n  o f  o n e  m o l e c u l e  o f  l a c t a t e  w i l l  t h e r e f o r e  r e s u l t  i n  t h e
e x c r e t i o n  o f  ( n - 1 )  p r o t o n s .  S i n c e  2  p r o t o n s  a r e  e x c r e t e d  p e r
A T P  h y d r o l y z e d ,  l a c t a t e  e x c r e t i o n  w i l l  s u p p l y  ( n - 1 ) / 2  A T P  e q u i -
v a l e n t s  p e r  l a c t a t e .  T h e  e n e r g y  g a i n  w i l l  b e  5 0 t  i f  n  e q u a l s  2 ,
w h e r e a s  f o r  n = 1  n o  e n e r g y  i s  g a i n e d  b y  l a c t a t e  e x c r e t i o n .  A
h i g h e r  e n e r g y  g e n e r a t i o n  d u r i n g  s u g a r  f e r m e n t a t i o n  w o u l d  o f
c o u r s e  r e s u l t  i n  a  h i q h e r  c e 1 1  y i e l d .  T h i s  w a s  o b s e r v e d  i n
-  
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-
cont inuous cul tures of  S:_qr_ejnes_i j i :  a t  pH 7.0 the ce11 y ie l r l
w a s  a b o u t  1 2 8  h i g h e r  t h a n  a t  p H  5 . 7 ,  w h i c h  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y
the  e f f ec t  o f  pH  on  n  and  the re fo re  on  the  con t r i bu t i on  o f  t he
lac ta te  exc re t i on  p rocess  to  t he  ene rgy  qene ra t i on .
I n  conc lus ion  i t  can  be  sa id  t ha t  t h i s  t hes i s  c l ea r l y  demon-
s t ra tes  t ha t  t he  ca r r i e r -med ia te r l  exc re t i on  o f  me tabo l i c  end -
p roduc ts  such  as  l ac ta te  can  resu l t  i n  AÈ  g+  gene ra l i on  and
can  con t r i bu te  t o  t he  ene rgy  requ i renen ts  o f  bac te r i a ,  as  was
pos tu la ted  i n  t he  "ene rgy - recyc l i ng "  mode l .
-  1 0 8  -
D e  e l e c t r o c h e m i s
b e l a n g r i j k e  r o 1  i n
kan opgewekt  worde l
cy top lasma naar  he i
t ranspor t  in  mernbr
d e  h y d r o l y s e  v a n  A 1
z i e n  p r o t o n e n  p o s i t
to t  de  vorming van
een mernbraanpoten t Í
chemische pro tongra
parameter  in  versch
s y n t h e s e  e n  h e t  t r
p l a s m a  m e m b r a a n .
A n a e r o o b  g r o e i e r
t ronent ranspor tke te
v o l l e d i g  a f h a n k e l i j
b l e e m  z o u  k u n n e n  z i
w e i n i g  A T P  g e p r o d u r
g i e b r o n .  D i t  p r o b l e
a 1 s  d e  u i t s c h e i d i n g
o p l e v e r t .  H e t  t r a n l
g e s c h i e d t  m e t  b e h u l
d e  c a r r i e r s .  I n  v
b r u i k t  o m  e e n  b e p a
t e r e n ;  a a n g e z i e n  g r
van pro tonen en /o f
A!g+ word t  dan omg
g e k e e r d  l e i d t  t r a n l
t u u r l i j k  t o t  d e  v (
"  energy- recyc l  ing  "
B i j  h e t  " e n e r g y -
b i j  d e  c a r r i e r - g e m
ducten  ook  pro tonet
d e n .  E i n d p r o d u c t u i l
l È n +  e n  k a n  e e n  b
d e  b a c t e r i e .  I n  d
